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CD4+ T-Lymphozyten spezifische 
Hepatitis C Virus-Epitope 

Die Erfindung betrifft Hepatitis C Virus-Epitope, die gegenuber CD4 + T- 
Lymphozyten spezifisch sind, sowie Impfstoffe, die diese Epitope enthalten. 

Das Hepatitis C Virus, im nachstehenden HCV genannt, wurde 1989 
identifiziert und ist ein RNA Virus aus der Familie der Flaviviridae. Es 
besteht aus einem RNA-Einzelstrang von ca. 9400 Nukleotiden, die ein ca. 
3000 Aminosauren langes Vorlauferpolyprotein kodieren. Dieses 
Polyprotein wird in einem offenen Leserahmen translatiert und 
posttranslationell proteolytisch gespalten. Das Virus ist hochvariabel, und 
es existieren verschiedene Virusisolate, die als Genotypen bezeichnet 
werden und deren geographische Verteilung sehr unterschiedlich ist. Mehr 
als sechs Genotypen werden heute weltweit unterschieden. Diese 
Genotypen wiederum werden in Subtypen unterteilt. Die genetische 
Variability besteht interindividuell und intraindividuell (innerhalb eines 
infizierten Individuums). Die intraindividuellen Subtypen sind die 
sogenannten HCV Quasispezies, verwandte aber unterschiedliche 
Virussequenzen, die bei ungenauer Replikation entstehen. 

Mit einer Pravalenz von ca. ein bis drei Prozent weltweit ist Hepatitis C eine 
der bedeutendsten chronischen Virusinfektionen. Man geht derzeit von 
mindestens 180 Mio. infizierten Individuen aus. Nach Berechnungen der 
Centers of Disease Control in den USA wird es aufgrund der langen 
Latenzzeit nach der Infektion mit dem HCV aulierdem noch zu einem 
Anstieg der Hepatitis C assoziierten Erkrankungen bis zum Jahre 2010 
kommen. 
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Das HCV wird uberwiegend parenteral ubertragen und war bis zu seiner 
Entdeckung die Hauptursache fur die Posttransfusionshepatitis NonA-NonB. 
Durch routinemaliiges Testen aller Blutprodukte mit HCV-Antikorpertests 
der 2. und 3. Generation hat die Zahl der Posttransfusionshepatitiden 
5 drastisch abgenommen. Die sogenannte sporadische Hepatitis C sowie i.v.- 
Drogenmissbrauch gelten heute als Hauptubertragungswege neuer HCV 
Infektionen. Es sind derzeit keine MaUnahmen bekannt, urn Neuinfektionen 
auf diesen Wegen wirksam zu verhindern. 

10 Das HCV verursacht eine chronische Leberentzundung (Hepatitis), die im 
langjahrigem Verlauf zu weiteren Komplikationen, wie einer Leberzirrhose, 
fuhren kann. Im Rahmen einer jahrelang bestehenden Leberzirrhose kommt 
es bei ca. 5% aller Infizierten zur Entwicklung eines hepatozellularen 
Karzinorns. In der westlichen Welt nimmt die Hepatitis C deshalb den ersten 

15 Rang als Indikation fur die Lebertransplantation ein. Die Kosten fur das 
Gesundheitswesen durch diese Transplantationen sind erheblich. 

Bei chronischer Hepatitis C sind zwar gegen fast alle Virusproteine 
Antikorper nachweisbar, es gibt im Gegensatz zur Hepatitis B jedoch keine 

20 Anti-HCV-Antikorperkonstellation, die eine Immunitat gegenuber HCV Oder 
eine Ausheilung anzeigt. Auch die Prasenz von Antikorpern gegen das HCV 
wahrend einer chronischen HCV Infektion mildert den Verlauf nicht Im 
Gegenteil scheint eine erfolgreiche Therapie mit einem Absinken der 
Antikorpertiter verbunden zu sein. Daher ist es nicht moglich, eine Infektion 

25 mit Hepatitis C durch eine konventionelle, prophylaktische Impfung mit 
Hullprotein, wie sie bei der Hepatitis B erfolgreich durchgefuhrt wird, zu 
verhindern. Eine prophylaktische Impfung ist daher derzeit nicht verfugbar. 

Die einzige derzeit zugelassene Therapie der chronischen Hepatitis C ist 
30 eine Behandlung mit Interferon alpha allein Oder in Kombination mit 
Ribavirin fur 6 bis 12 Monate. Diese Therapieform ist sehr kostenintensiv, 
mit erheblichen Nebenwirkungen belastet und fuhrt nur in ca. 50% der Falle 
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zu einer dauerhaften Viruselimination. Peptidepitope enthaltend T- 
Zellepitope sind bereits identifiziert worden (Diepolder et al. J. Virol. 1997, 
EP: 00 121 138.2 PCT: WO 02/26785A2). Diese Epitope waren an einem 
Patientenkollektiv durch Zuchtung von virus-spezifischen CD4+ T-Zeil 
5 Klonen identifiziert worden. 



Hinzu kommt, dass bisherige systematische Untersuchungen im 
wesentlichen auf Daten basieren, die an Patienten mit einer chronischen 
Hepatitis C Infektion gewonnen wurden, und eine spontane Elimination des 
10 Virus zu dem Zeitpunkt, an dem bereits eine chronische HCV Infektion 
vorliegt, auRerst selten vorkommt. Epitope, die an Patienten mit einer 
chronischen HCV Infektion gefunden wurden sind daher nicht mit der 
Ausheilung der Erkrankung assoziiert. 



is Daher liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, gegenuber . 
CD4+ T-Lymphozyten spezifische HCV Epitope zu identifizieren, die mit 
Viruselimination Oder Virussuppression assoziiert sind. 

Die Losung der Aufgabe sind CD4 + T-Lymphozyten spezifische HCV- 
20 Epitope mit einem Impaktfaktor (IF) > Mittelwert (MW)+2*Sta 



25 



wobei 



ni *1 + n 2 * 1,5 . Am ... 

IF = - MOO (Formell) 

m 



wobei 

ni der Summe der Reaktionen mit 3 < SI < 6, 
n 2 der Summe der Reaktionen mit SI > 6 und 

m der Anzahl der Tests gegen das jeweilige Peptid entspricht, wobei m £15 
30 ist, und MW der Mittelwert alier Impaktfaktoren ist. 
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Bevorzugt ist der Impcat Faktor der erfindungsgema&en CD4 + T- 
Lymphozyten spezifischen HCV-Epitope > MW und < MW +1*Sta, 
insbesondere > MW +1*Sta und < MW +2*Sta, besonders bevorzugt £ MW 
+2*Sta. 

5 

Eine bevorzugte Losung der Aufgabe sind CD4 + T-Lymphozyten spezifische 
HCV-Epitope, umfassend ein oder mehrere Peptide, ausgewahlt aus der 
Gruppe: 



10 


(EP001) 


GPRLGVRATRKTSER, 




(EP002) 


ARSLTPCTCGSSDLY, 




(EP003) 


SSDLYLVTRHADVIP, 




(EP004) 


MWKCLIRLKPTLHGP, 




(EP005) 


VLVD I LAGYGAGVAG , 


15 


(EP006) 


THYVPESDAAARVTQ ILSSL, 




(EP007) 


TITQLLKRLHQWINEDCSTP, 




(EP008) 


CSGSWLRDVWDWICTVLTDF, 




(EP009) 


GAQITGHVKNGSMRIVGPKT, 




(EP010) 


EVTRVGDFHYVTGMTTDNVK, 


20 


(EP011) 


C PC QVPAP EF FTEVD GVRLH , 




(EP012) 


FTEVDGVRLHRYAPACKPLL, 




(EP013) 


TSMLTDPSHITAETAKRRLA, 




(EP014) 


SSSASQLSAPSLKATCTTHH , 




(EP015) 


REVSVAAEILRKSRKFPPAM, 


25 


(EP016) 


PLLESWKDPDYVPPWHGCP, und 




(EP017) 


DWCCSMSYTWTGALITPCA sowie Derivate hiervon mit 




gleicher oder ahnlicher SpezifitSt. 



Eine weitere bevorzugte Losung der Aufgabe sind die nachstehend 
30 genannten gegenuber CD4+ T-Lymphozyten spezifische HCV-Epitope, 
enthaltend die Sequenz: 
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EP001 GPRLGVRATRKTSER 

EP002 ARSLTPCTCGSSDLY 

EP003 SSDLYLVTRHADVIP 
5 EP004 MWKCLIRLKPTLHGP 

EP005 VLVD ILAGYGAGVAG 

EP006 TH YVPESD AAARVTQ I LSS L 

EP007 TITQLLKRLHQWINEDCSTP 

EP008 CSGSWLRDVWDWICTVLTDF 
10 EP009 GAQITGHVKNGSMRIVGPKT 

EP010 EVTRVGDFHYVTGMTTDNVK 

EP01 1 CPCQVPAPEFFTEVDGVRLH 

EP012 FTEVDGVRLHRYAPACKPLL 

EP013 TSMLTDPSHITAETAKRRLA 
15 EP014 SSSASQLSAPSLKATCTTHH 

EP015 REVSVAAEILRKSRKFPPAM 

EP016 PLLESWKDPDYVPPWHGCP und/oder 

EP017 DWCCSMSYTWTGALITPCA. 

20 Insbesondere bevorzugt sind die erfindungsgemalJen CD4* T-Lymphozyten 
spezifischen HCV-Epitope, ausgewahlt aus der Gruppe der Epitope EP001 
bis EP0017 mit der vorstehend genannten Sequenz. Diese 
erfindungsgemaSen Epitope EP001 bis EP017 haben einen Impact factor 
von 2: MW+2*Sta. 

25 

Da diese Epitope im weiteren fur eine Immuntherapie der chronischen 
Hepatitis C bzw. einer Vakzine eingesetzt werden sollen, sind weitere 
Kriterien ein hoher Grad an Konservierung zwischen verschiedenen 
Virussubtypen sowie ein hoher Grad an Promiskuitat der Bindung an 
30 verschiedene HLA-Klasse II Molekule. Die so identifizierten und 
charakterisierten HCV-Epitope sollen fur einen Impfstoff zur Prophylaxe 
und/oder Therapie einer HCV-lnfektion zur Verfugung stehen. 
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Zur Losung der Aufgabe wurde ein einzigartiges Patientenkollektiv 
identifiziert, namlich Patienten mit akuter Hepatitis C, die in uber 50% der 
Falle eine dauerhafte oder zumindest vorubergehende Viruselimination 

5 erreichen. Um alle moglichen CD4+ T Zellepitope zu untersuchen wurde 
das ganze Virus mit uberlappenden, synthetischen Peptiden von 15 bis 20 
Aminsauren Lange abgedeckt. Als Testsystem wurde ein standardisiertes 
Lymphozyten-Proliferationsassay verwendet. Um sowohl den Grad an 
Konservierung zwischen verschiedenen Virussubtypen als die 

10 Bindungspromiskuitat hinsichtlich des jeweiligen genetischen Hintergrunds 
der Patienten zu erfassen, wurde eine Formel definiert, die auf der 
Haufigkeit der Erkennung eines Epitops und der Starke der jeweiligen 
Immunreaktion beruht. 



15 Die Erfindung basiert auf der Auswahl eines besonderen 
Patientenkollektives, Untersuchungen mit definierten Peptiden und einem 
Algorithmus zur Identifizierung hochimmunogener CD4+ T-Zellepitope, die 
fur die Entwicklung einer prophylaktischen Oder therapeutischen Vakzine 
geeignet sind. 



20 



25 



Der Algorithmus bestimmt den „lmpaktfaktor" (IF) des jeweiligen Epitops und 
definiert sich folgendermafXen: . 

ni*H-n 2 *1,5 MQ0 (Formel 1) 

m 



ni der Summe der Reaktionen mit 3 < SI < 6, 
n 2 der Summe der Reaktionen mit SI £ 6 und 

m der Anzahl der durchgefuhrten Tests gegen das jeweilige Peptid 
entspricht, dies dient zur Normierung der Werte. Bei den von uns 
30 gefundenen Peptiden war m ^15. 
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Der Stimulationsindex (S!) wird ublicherweise aus den Rohdaten eines 
Proliferationsassays berechnet und stellt den Multiplikationsfaktor der 
gemessenen Probe gegenuber der Kontrolle dar. Ein SI von 3 gilt als 
signifikant. 

5 

Des weiteren wurde der Mittelwert aus den Impaktfaktor aller getesteten 
Peptide berechnet, wobei jeder Impaktfaktor nach Formel 1 bestimmt wurde. 
Um relevante Epitope statistisch prazise zu bestimmen, beschrankt sich 
unsere Losung der Aufgabe auf die Peptide, deren IF zwei 
10 Standardabweichungen uber dem Mittelwert aller IF liegen. 

Im Sinne der vorliegenden Erfindung bedeutet "gegenuber CD4 + T- 
Lymphozyten spezifische HCV-Epitope" eine definierte Region eines 
Hepatitis C Proteins, die auf Grund ihrer Struktur in die komplementare 
15 Bindungsstelle eines CD4+ T-Lymphozyten-Rezeptors "passt" und dadurch 
hochspezifisch eine Reaktion auslfist. 

Da die primare Aminosaurestruktur der HCV Proteine bekannt ist, wurden 
hier insgesamt uber 450 synthetische Peptide (15-20mere) verwendet, die 
20 jeweils zwischen 5 und 10 Aminosauren uberlappen und die bekannten 
Struktur- und Nichtstruktur-Proteine umspannen. 

Kollektiv: 

25 Es wurde ein besonderes Patientenkollektiv gewahlt und dieses auf fur die 
Ausheilung der Erkrankung relevanten HCV speafischen CD4+ T-Zell- 
epitope untersucht Das Patientenkollektiv, namlich Patienten mit akuter 
Hepatitis C, ist schwierig zu identifizieren, da einerseits ihr Vorkommen bei 
einer Haufigkeit von ca. 1:100 000 in der deutschen Bevolkerung liegt und 

30 andererseits ausschlielSlich T-Lymphozyten in der akuten Phase der 
Erkrankung getestet wurden. Dies bedeutet eine erhebliche Einschrankung 
der Anzahl der verwendbaren Proben. Schlielilich wurden innerhalb dieses 
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Patientenkollektiv nur Patienten berucksichtigt, die in der Lage waren das 
Virus spontan zu klaren bzw. temporar zu kontrollieren (dies sind nur ca. 
60% der Patienten mit akuter Hepatitis C), da nur hier das Immunsystem 
erfolgreich gegen das Virus vorgegangen ist. 
5 Hingegen stellt eine spontane Elimination des Virus zu einem spateren 
Zeitpunkt (chronische HCV) eine Raritat dar. Auch findet sich in der spaten, 
chronischen Phase nur eine geringe oder nicht detektierbare, gegen das 
Virus gerichtete CD4+ T-Zellantwort. Von herausragender Wichtigkeit sind 
daher vor allem Epitope, die mit temporarer oder dauerhafter Viruskontrolle 
10 einher gehen. Diese Epitope bzw. die gemessene Reaktion auf diese 
Peptide sind also mittelbar oder unmittelbar mit der Ausheilung der HCV 
Infektion assoziiert und stellen somit ideale Kandidaten fur zukunftige 
"Peptidimpfungen" dar. Dies trifft auf die erfindungsgemaBen 
Peptidsequenzen bzw. Peptide zu. 

15 

Peptide: 

Es wurde ein "Peptidscreening" mit ca. 450 ausgewahlten unterschiedlichen 
Peptiden (15-22mere) hinsichtlich einer virusspezifischen CD4+ T- 
20 Zellantwort bei oben beschriebenen Patientenkollektiv durchgefuhrt. 

Die Peptide reprasentieren das gesamte Virusprotein, wobei wir 1 Smere mit 
5 Aminosauren langen uberlappenden Bereichen bzw. 20-22mere mit 10 
Aminosauren uberlappenden Bereichen verwendeten um moglichst alle 
25 relevanten Epitope zu erfassen. 

Der Tabelle 1 sind die jeweiligen Positionen in HCV Genom der 
erfindungsgemafSen Epitope unter Angabe der jeweiligen Virusisolat 
Referenz zu entnehmen (Tabelle 1 / Spalte 4). Die Angaben zur 
30 Aminosaureposition (Tabelle 1 / Spalte 2) sind nur als Naherung zu 
verstehen, da aufgrund der hohen Mutationsrate des Virus bei den 
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verschiedenen Virusisolaten zu Anderungen der Position kommen kann. 
Besondere Bedeutung fur prophylaktische und therapeutische Impfungen 
durfte den konservierten Epitopen zu kommen, was sich in der 
gleichbleibenden Sequenz der unterschiedlichen Virusisolate eines Epitops 
5 zeigt (s.a. Tabelle 1 / Spalte 5). 

Aus fruheren eigenen Untersuchungen ging hervor, dass bestimmten 
Bereichen des Virus besondere immunologische Bedeutung zukommt, 
deshalb wurden diese Bereiche des Virusgenoms (NS3-NS4) mit Hilfe von 
io Peptiden (20mere mit 10 Aminosauren langen uberlappenden Bereichen) 
zusatzlich getestet. 

In Tabelle 1 sind die erfindungsgemSRen Epitope aufgefuhrt. 
15 Tabelle 1: 



Nr. 


Pos 


IF 


Aminosaure Sequenz 


Virusisolat Referenz (s.a. Liste 1) 


EP001 


40 


24,0 


GPRLGVRATRKTSER 


c,3,4,5,6,8,10,12,14,15,16 


EP002 


1120 


27,6 


ARSLTPCTCGSSDLY 


c, 1,2,7,9 


EP003 


1130 


23,2 


S SDLYLVTRHAD VIP 


c,l,2,3,6,7,9,10,15,16 


EP004 


1610 


24,1 


MWKCLIRLKPTLHGP 


c,l,2,3,6,7,8,12,15,16 


EP005 


1850 


24,1 


VLVDILAGYGAGVAG 


c,l,2,7,8,10,15,16 


EP006 


1935 


26,7 


THYVPESDAAARVTQILSSL 


c,l,2,7,8,16 


EP007 


1955 


43,8 


TITQLLKRLHQ WINED CSTP 


c, 1,2,7,8,16 


EP008 


1975 


23,3 


CSGSWLRDVWDWICTVLTDF 


c,l,2,15,16 


EP009 


2035 


23,3 


GAQITGHVKNGSMRIVGPKT 


C, 1,2,7,8,15 


EP010 


2095 


21,9 


EVTRVGDFHYVTGMTTDNVK 


c,l,2,8,15,16 


EP011 


2115 


23,3 


CPCQ VP APEFFTE VD GVRLH 


c,l,8,9,15,16 


EP012 


2125 


28,1 


FTE VD GVRLHRY AP ACKPLL 


c,l,9,15,16 


EP013 


2175 


26,7 


TSMLTDPSHTTAETAKRRLA 


c,2,7,8,9,15,16 


EP014 


2205 


23,3 


SSSASQLSAPSLKATCTTHH 


0,2,7,8,16 


EP015 


2275 


25,0 


REVSVAAEELRKSRKFPPAM 


c 


EP016 


2305 


26,7 


PLLESWKDPDYVPPWHGCP 


c.1,2,15,16 


EP017 


2425 


23,3 


DWCCSMSYTWTGALITPCA 


c, 1,2,8,16 
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Liste 1: Virusisolate 
1 

Genotype: 1b AUTHORS Trowbridge.R. and Gowans.E.J. 
5 TITLE Molecular cloning of an Australian isolate of hepatitis C virus 
JOURNAL Arch. Virol. 143 (3), 501-511 (1998) 

2 

Genotype: 1b AUTHORS Takamizawa,A., Mori.C., Fuke.l., Manabe.S., Murakami.S., 
10 Fujita.J., Onishi.E., AndohJ., YoshidaJ. and Okayama.H. 

TITLE Structure and organization of the hepatitis C virus genome isolated from human 
carriers 

JOURNAL J. Virol. 65 (3), 1105-1113(1991) 
3 

15 Genotype: 1a AUTHORS Yanagi,M., Purcell.R.H., Emerson.S.U. and Bukh,J. 

TITLE Transcripts from a single full-length cDNA clone of hepatitis C virus are infectious 
when directly transfected into the liver of a chimpanzee 
JOURNAL Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94 (16), 8738-8743 (1997) 
4 

20 Genotype:2a AUTHORS Okamoto,H„ Okada.S., Sugiyama.Y, Kurai.K., lizuka.H., 
Machida A, Miyakawa.Y. and Mayumi.M. 

TITLE Nucleotide sequence of the genomic RNA of hepatitis C virus isolated from a 

human JOURNAL J. Gen. Virol. 72 (Pt 11), 2697-2704 (1991) 

5 

25 Genotype:2b AUTHORS Okamoto.H., Kurai.K., Okada.S., Yamamoto.K., Lizuka.H., 
TanakaJ., Fukuda.S., Tsuda.F. and Mishiro.S. 

TITLE Full-length sequence of a hepatitis C virus genome having poor homology to 
reported isolates: comparative study of four distinct genotypes 
JOURNAL Virology 188 (1), 331-341 (1992) 
30 6 

Genotype: 1a AUTHORS CHOO.Q.-L, RICHMAN.K.H., HAN t J.H., BERGER.K., LEE.C, 
DONG.C., GALLEGOS.C., COIT.D., MEDINA-SELBY.A., BARR.P.J., WEINER.AJ., 
BRADLEY.D.W., KUO.G. and HOUGHTON, M. 
TITLE Genetic organization and diversity of the hepatitis C virus 
35 JOURNAL Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88 (6), 2451-2455 (1991) 
7 

Genotype: 1b AUTHORS Tanaka.T., Kato.N., Nakagawa.M., Ootsuyama.Y., Cho.M.J., 
Nakazawa.T., Hijikata,M., Ishimura.Y. and Shimotohno.K. 
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TITLE Molecular cloning of hepatitis C virus genome from a single Japanese carrier: 
sequence variation within the same individual and among infected individuals 
JOURNAL Virus Res. 23 (1-2), 39-53 (1992 
8 

5 Genotype:1b AUTHORS Kato.N., Hijikata.M., Ootsuyama.Y., Nakagawa.M., 
Ohkoshi,S.,SugimuraJ. and Shimotohno.K. 

TITLE Molecular cloning of the human hepatitis C virus genome from Japanese 
patients with non-A, non-B hepatitis 

JOURNAL Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87 (24), 9524-9528 (1990) 
10 9 

Genotype:1b AUTHORS Chen.P.J., Lin,M.H. f Tai.K.F., Liu.P.C., Lin.C.J. and 
Chen.D.S. 

TITLE The Taiwanese hepatitis C virus genome: sequence determination and mapping 
the 5' termini of viral genomic and antigenomic RNA 
15 JOURNAL Virology 188 (1), 102-113 (1992) 
10 

Genotype:1a AUTHORS lnchauspe,G., Zebedee.S., Lee.D.H., Sugitani.M., Nasoff.M. 
and Prince,A.M. 

TITLE Genomic structure of the human prototype strain H of hepatitis C virus: 
20 comparison with American and Japanese isolates 

JOURNAL Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88 (22), 10292-10296 (1991) 
11 

Genotype:3b AUTHORS Chayama,K. Toranomon Hospital, Department of 
Gastroenteroloty; 2-2-2 Toranomon, Minato-ku, Tokyo 105, Japan 
25 TITLE Direct Submission 

JOURNAL Submitted (1 8-FEB-1 995) to the DDBJ/EMBL/GenBank databases. 
COMMENT D26556:Submitted (20-Jan-1994) to DDBJ by: Kazuaki Chayama. 
12 

Genotype:4 AUTHORS Chamberlain RW, Adams N, Saeed AA t Simmonds P, Elliott 
30 RM 

TITLE : Complete nucleotide sequence of a type 4 hepatitis C virus variant, the 
predominant genotype in the Middle East. 
JOURNAL: J Gen Virol. 1997 Jun;78 ( Pt6):1341-7. 
13 

35 Genotype:5a AUTHORS Chamberlain RW t Adams NJ, Taylor LA, Simmonds P, Elliott 
RM. 

TITLE The complete coding sequence of hepatitis C virus genotype 5a t the predominant 
genotype in South Africa. 

JOURNAL Biochem Biophys Res Commun. 1997 Jul 9;236(1):44-9. 
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Genotype: 6a AUTHORS Adams, N.J., Chamberlain, R.W., Taylor.LA, Davidson.F.. 
Lin,C.K.,Elliott,R.M. and Simmonds.P. 

TITLE Complete coding sequence of hepatitis C virus genotype 6a 
5 JOURNAL Biochem. Biophys. Res. Commun. 234 (2), 393-396 (1997) 
15 

Genotype:1b AUTHORS Honda.M., Kaneko.S., Unoura,M., Kobayashi.K. and 
Murakami.S. 

TITLE Sequence comparisons for a hepatitis C virus genome RNA isolated from a 
10 patient with liver cirrhosis 

JOURNAL Gene 120 (2), 317-318 (1992) 
16 

Genotype:1b AUTHORS Okamoto,H. ? Kojima.M., Okada.S., Yoshizawa.H., iizuka.H., 
Tanaka.T., Muchmore.E.E., Peterson,D.A., lto,Y. and Mishiro.S. 
15 TITLE Genetic drift of hepatitis C virus during an 8.2-year infection in a chimpanzee: 
variability and stability 
JOURNAL Virology 190 (2), 894-899 (1992) 
17 

Genotype: 1 a AUTHORS Choo QL, Kuo G, Weiner AJ, Overby LR, Bradley DW, 
20 Houghton M. 

Title: Isolation of a cDNA clone derived from a blood-borne non-A, non-B viral hepatitis 
genome. 

Journal: Science 1 989 Apr 21 ;244(4902):359-62 

25 C 

Genotype: 1b 

Primary consensus sequence complete 1 b genomes 
available in EMBL database (January 2000) 



30 

Testsystem: 

Als Testsystem wurde der sogenannte Proliferationsassay nach folgendem 
Protokoll eingesetzt. Nach Dichtegradientenzentrifugation auf 
35 Ficollgradienten von heparinisiertem Blut wurden die frischen peripheren 
mononuklearen Blutzellen (PBMC) isoliert und in einem Kulturmedium 
(RPMI1640, Gibco) suspendiert. 50 pi dieser Zellsuspension (Konzentration 
von 1x1 0 6 Zellen pro ml) wurden auf sterile 96 Loch-Kulturplatten verbracht. 
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Durch Zugabe der Peptide wurden die Zellen stimuliert Die 
Endkonzentration der Peptide betrug lOpg/ml. Die Zellkulturplatten wurden 
uber 5 Tage bei 37°C und 5%C0 2 kultiviert, anschlieliend mit 3 H-Thymidin 
versetzt und als MaB fur die Zellstimulation wurde der Einbau des 
radioaktiven 3 H gemessen. 

Auswertung: 

Bei unseren Untersuchungen wurden nur Peptidreaktionen als signifikant 
angesehen, deren Stimulationsindex (SI) gr6ISer 3 war (3x erhoht 
gegenuber den Kontrollen, bzw. den irreleyanten Peptiden). 

Urn einerseits die Moglichkeit falsch positiver Reaktionen sowie irrelevanter 
Kreuzreaktionen zu minimieren und andererseits eine Hierarchie hinsichtlich 
der biologischen Wertigkeit relevanter Epitope zu erstellen, wurde ein 
zusatzlicher Filter definiert und im Folgenden als Impaktfaktor (IF) 
bezeichnet. 

Dem Impaktfaktor (IF) liegt ein Punktesystem zugrunde, welches nicht nur 
die Haufigkeit relevanter Reaktionen, d.h. Stimulationsindex (SI) grofXer 3, 
wie herkommlicherweise, verwendet, sondern auch die Starke dieser 
Reaktionen berucksichtigt. 

Dieses Bewertungssystem wurde fur jedes untersuchte Peptid angewendet 
und ist nach folgender Formel definiert: 



ni *1 + n 2 



*1,5 



MOO 



(Formel 1) 



IF = 



m 



30 



wobei 

ni der Summe der Reaktionen mit 3 < SI < 6, 
n 2 der Summe der Reaktionen mit SI > 6 und 
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m der Anzahl der Tests gegen das jeweilige Peptid entspricht, wobei m >15 
war. 

Beispiel: 

5 

Gegen EP0O7 wurden in 16 (m) unabhangigen Versuchen folgende 
spezifischen Si's (Stimulationsindex) gemessen: 0,91; 1,07; 1,10; 1,24; 
1,32; 1,33; 1,40; 1,46; 1,81; 1,84; 3,01; 3,25; 4,38; 5,32; 7,58 und 12,77. 

io Damit ergibt sich n-i = 4 (4 Werte >3 und <6) ; n 2 = 2 (2 Werte ^6), bzw. 
eingesetzt in die Formel 

IF = 4 + 3 * 100 (Formel 1) 

16 

15 

ein Impaktfaktor von 43,75 fur dieses Peptid. Da bei den von uns 
getesteten Peptiden der Mittelwert aller Impaktfaktoren 7,36 und die 
Standardabweichung 6,75 betrug, entspricht dieser Impaktfaktor von 43,75 
einem Wert > MW +2*Sta. Fur jedes untersuchte Peptid wurde der jeweilige 
20 Impaktfaktor berechnet Aus alien Impaktfaktoren liefcen sich dann 
Mittelwert und Standardabweichung errechnen. 

Somit ergibt sich je nach Hohe des Impaktfaktors eine biologisch- 
immunologisch bedeutsame Hierarchie. Peptide mit hohem Impaktfaktor 
25 zeichnen sich nicht nur durch einen groBen Stimulationsindex, d.h. starke 
spezifische Reaktiviat, sondern auch durch die wiederholt d.h. bei 
unterschiedlichen Personen gefundene spezifische Reaktion aus. 

Diese hier getroffene Selektion soil der immunologischen Wertigkeit, der 
30 hier aufgefuhrten Peptide, besser gerecht werden. Epitope, die starke und 
bei unterschiedlichen Patienten gemessene HCV spezifisch CD4+ T-Zell 
Antworten auslosen, haben fur kunftige Impfansatze eine hohe Relevanz. 
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Die erfindungsgemaUen Epitope zeichnet weiterhin aus, dass eine deutliche 
spezifische CD4+ T-Zell Aktivitat auf diese Peptide mit einer Abnahme des 
Virustiters korreliert. Gerade diese Epitope durften somit ideate Kandidaten 
5 fur eine Vakzine darstellen. Eine spezifisch Impfreaktion gegen diese 
Peptide, konnte die Erkrankung auf der einen Seite verhindem und/oder auf 
der anderen Seite zu deren Ausheilung fuhren, zumindest aber den Verlauf 
einer HCV Infektion gunstig beeinflussen. 

io Die erfindungsgemalien Epitope sind hochimmunogene, hochkonservierte 
und zum Teil in unmittelbarer Nachbarschaft zu bekannten CD8+ T- 
Lymphozyten spezifischen HCV-Epitopen gelegene Sequenzen des HCV. 
Als gegenuber CD4* T-Lymphozyten spezifische HCV-Epitope kOnnen diese 
neben der Induktion von CD4+ T-Lymphozyten auch sogenannte T-Zell- 

15 Hilfe fur zytotoxische CD8+ T-Lymphozyten vermitteln. Diese CD8+-T- 
Lymphozyten werden durch die Zytokine stimulierter CD4+ T-Lymphozyten 
aktiviert. 

Des weiteren zeichnen sich die Peptide durch haufige signifikante Reaktion 
20 bei verschiedenen Patienten mit unterschiedlichen MHC Klasse II Typen 
(major histocompability complex) aus. Das MHC Klasse II System ist 
ausgesprochen polymorph. Die Aufgabe der MHC Molekule ist es von 
korpereigenen und pathogenen (z.B. Hepatitis C Virus) Proteinen 
stammende Peptidfragmente zu binden und sie zur Erkennung und 
25 Aktivierung von spezifischen CD4+T-Lymphozyten an der Zelloberflache zu 
exprimieren. Dieses- System ermfigiicht eine wirkungsvolle und spezifische 
Immunantwort gegen Pathogene wie z.B. HCV. Da nun verschiedene MHC 
Klasse II Typen, d.h. unterschiedliche Personen, dasselbe Peptid auf ihrem 
MHC Klasse II Molekul exprimieren konnen, was in vitro durch bei 
30 unterschiedlichen Personen messbare, gegen dasselbe Peptid gerichtete 
CD4+ Aktivitat wiederfindet, kann bei diesen Peptiden von einer 
Promiskuitat ausgegangen werden. Dies bedeutet, dass die 
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erfindungsgemafien Epitope immunologische Relevanz bei verschiedenen 
Individuen besitzen. 

Zusammenfassend eignen sich gerade die erfindungsgemafcen Epitope im 
hohen Malle sowohl fur eine therapeutische als auch prophylaktische 
Peptidimpfung, die gegen das HCV gerichtet ist 

Eine weitere Losung ist ein Impfstoff, der eine Kombination der 
erfindungsgemalXen Epitope EP001 bis EP017 enthalt. Der Impfstoff kann 
insbesondere bevorzugt ein Gemisch aus den erfindungsgemafJen Epitopen 
EP001 bis EP017 enthalten. Allerdings konnen auch weitere HCV Epitope 
anwesend sein. 

Die erfindungsgemafJen Epitope k6nnen allein oder mit einem oder 
mehreren Hilfsstoffen als Arzneimittel, vorzugsweise als Impfstoff, 
eingesetzt werden. Der erfindungsgemaSe Impfstoff enthalt mindestens ein 
erfindungsgemalies Epitop, vorzugsweise ein Gemisch aus 
erfindungsgemafcen Epitopen. Allerdings konnen auch weitere HCV Epitope 
anwesend sein. 

Die Hilfsstoffe werden vorzugsweise ausgewahlt aus der Gruppe, 
bestehend aus fowlpoxvirus, modifiziertes Vakziniavirus Ankara, Virosomen, 
Transvax® und anderen die Immunreaktion verstarkenden Stoffen. 

Der erfindungsgemalie Impfstoff kann oral, parenteral, intramuskular, 
intravends, subcutan oder intracutan verabreicht werden. - 

Bei den erfindungsgemafJen Epitopen handelt es sich urn Epitope, die als T- 
Zell-stimulierender Impfstoff eingesetzt werden konnen. Ein Impfstoff, der 
die erfindungsgemafJen Epitope enthalt, hat gegenuber einer Impfung mit 
dem gesamten Virusprotein, das verschiedenste Epitope fur 
virusspezifische T-Lymphozyten enthalt und nur B-Lymphozyten und 
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CD^-Lymphozyten induziert, den Vorteil, dass es spezifische T- 
Lymphozyten, CD4 + - und/oder CD8 + -T-Lymphozyten selektiv induziert. 
AuBerdem werden dadurch antagonistische Effekte bzw. die Gefahr von 
iatrogen erzeugten Autoimmunreaktionen, die bei Impfungen mit ganzen 
5 Proteinen auftreten konnen, vermieden. Die erfindungsgemaften Epitope 
haben zusatzlich eine hohere Immunogenitat im Vergleich zu dem 
gesamten Virusprotein, wodurch ein besseres Impfergebnis erreicht wird. 

Der erfindungsgemalJe Impfstoff ermdglicht somit im gesunden Menschen 
10 die Induktion einer Immunantwort und dient daher als prophylaktische 
Impfung. Auch bei chronisch HCV-infizierten Menschen kann der 
erfindungsgemalJe Impfstoff eine Immunantwort induzieren und somit als 
therapeutischer Impfstoff dienen. 

15 Die kodierende cDNA dieser Epitope kann in einem DNA-lmpfstoff, einer 
speziellen Impfmethode, eingesetzt werden. Dabei wird die fur die 
entsprechenden Epitope codierende DNA in einen Vector klonieit Dieses 
Konstrukt wird wiederum dem zu impfenden Individuum parenteral 
verabreicht (z.B. Immunology and Cell Biology, Band 75, Seite 382 bis 388). 

20 Entsprechend des degenerierten genetischen Codes konnen verschiedene 
DNA-Sequenzen eines der erfindungsgemaSen Epitope kodieren (siehe 
Current protocols, Wiley). 

Die erfindungsgemalien Epitope konnen auch in der Diagnose des Verlaufs 
25 einer HCV-lnfektion Verwendung finden, indem die Menge an CD4 + T- 
Lymphozyten, die spezifisch das betreffende Epitop erkennen, im Blut des 
Patienten mit einer Hepatitis C Infektion uberwacht wird. Dies kann 
beispielsweise mit einem diagnostischen Kit durchgefuhrt werden, der eines 
Oder mehrere der erfindungsgemalXen Epitope umfasst. 
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Sequenzprotokoll 

<110> Iramusys terns GmbH 

<120> CD4+Lymphozyten spezifische HCV EPITOPE 



<130> 


PCT 1854-099 


<150> 


EP 02 008 033.9 


<151> 


2002-04-10 


<160> 


17 


<170> 


Patentln version 3.1 


<210> 


1 


<211> 


15 


<212> 


PRT 


<213> 


Hepatitis C virus 


<400> 


1 


Gly Pro Arg Leu Gly Val Arg 


1 


5 


<210> 


2 


<211> 


15 


<212> 


PRT 


<213> 


Hepatitis C virus 


<400> 


2 


Ala Arg Ser Leu Thr Pro Cys 


1 


5 


<210> 


3 


<211> 


15 


<212> 


PRT 


<213> 


Hepatitis C virus 


<400> 


3 



10 



15 



10 



15 



Ser Ser Asp Leu Tyr Leu Val Thr Arg His Ala Asp Val He Pro 
15 10 15 



50 


<210> 


4 




<211> 


15 




<212> 


PRT 




<213> 


Hepatitis C virus 


55 


<400> 


4 



60 



Met Trp Lys Cys Leu He Arg Leu Lys Pro Thr Leu His Gly Pro 
1 5 10 15 



<210> 5 
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<211> 15 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 5 

Val Leu Val Asp lie Leu Ala Gly Tyr Gly Ala Gly Val Ala Gly 
15 10 15 
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15 
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25 
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50 



55 



60 



<210> 6 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 

<400> 6 

Thr His Tyr Val Pro Glu Ser Asp Ala Ala Ala Arg Val Thr Gin He 
1 5 10 15 



Leu Ser Ser Leu 
20 



<210> 7 
<211> 20 
<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 
<400> 7 

Thr He Thr Gin Leu Leu Lys Arg Leu His Gin Trp He Asn Glu Asp 
15 10 15 



Cys Ser Thr Pro 
20 



<210> 8 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 

<400> 8 

Cys Ser Gly Ser Trp Leu Arg Asp Val Trp Asp Trp He Cys Thr Val 
1 5 10 15 



Leu Thr Asp Phe 
20 



<210> 9 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 

<400> 9 
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Gly Ala Gin lie Thr Gly His Val Lys Asn Gly Ser Met Arg lie Val 
15 10 15 



5 Gly Pro Lys Thr 
20 



<210> 10 

10 <211> 20 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



15 



30 



45 



60 



<400> 10 



Glu Val Thr Arg Val Gly Asp Phe His Tyr Val Thr Gly Met Thr Thr 
15 10 15 



20 Asp Asn Val Lys 
20 



<210> 11 

25 <211> 20 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 11 

Cys Pro Cys Gin Val Pro Ala Pro Glu Phe Phe Thr Glu Val Asp Gly 
15 10 15 



35 Val Arg Leu His 
20 



<210> 12 

40 <211> 20 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 12 

Phe Thr Glu Val Asp Gly Val Arg Leu His Arg Tyr Ala Pro Ala Cys 
1 5 10 .15 



50 Lys Pro Leu Leu 
20 



<210> 13 

55 <211> 20 

<212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 



<400> 13 



Thr Ser Met Leu Thr Asp Pro Ser His lie Thr Ala Glu Thr Ala Lys 
15 10 15 
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Arg Arg Leu Ala 
20 



<210> 14 

<211> 20 

<212> PRT 

10 <213> Hepatitis C virus 

<400> 14 



Ser Ser Ser Ala Ser Gin Leu Ser Ala Pro Ser Leu Lys Ala Thr Cys 
15 1 5 10 15 



20 



35 



Thr Thr His His 
20 



<210> 15 

<211> 20 

<212> PRT 

25 <213> Hepatitis C virus 

<400> 15 

Arg Glu Val Ser Val Ala Ala Glu lie Leu Arg Lys Ser Arg Lys Phe 
30 1 5 10 15 



Pro Pro Ala Met 
20 



<210> 16 

<211> 20 

<212> PRT 

40 <213> Hepatitis C virus 

<400> 16 

Pro Leu Leu Glu Ser Trp Lys Asp Pro Asp Tyr Val Pro Pro Val Val 
45 1 5 10 15 



His Gly Cys Pro 
50 20 



<210> 17 

<211> 20 

55 <212> PRT 

<213> Hepatitis C virus 

<400> 17 



60 Asp Val Val Cys Cys Ser Met Ser Tyr Thr Trp Thr Gly Ala Leu lie 
15 10 15 
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Thr Pro Cys Ala 
20 
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Patentanspruche 



1 . CD4 + T-Lymphozyten spezifische HCV-Epitope 



mit einem Impaktfaktor (IF) £ Mittelwert (MW)+2*Sta 



wobei 



ni *1 + n 2 * 1,5 . . „ 

IF = — - ! 100 (Formel 1) 

m 

wobei 

n-i der Summe der Reaktionen mit 3 < SI < 6, 
n 2 der Summe der Reaktionen mit SI ^ 6 und 

m der Anzahl der Tests gegen das jeweilige Peptid entspricht, wobei m ^15 
ist, und MW der Mittelwert aller Impaktfaktoren ist. 



2. CD4 + T-Lymphozyten spezifische HCV-Epitope nach Anspruch 1 , 
umfassend ein oder mehrere Peptide, ausgewahlt aus der Gruppe, 
bestehend aus: 



(EP001) 


GPRLGVRATRKTSER, 


(EP002) 


ARSLTPCTCGSSDLY, 


(EP003) 


SSDLYLVTRHADVIP, 


(EP004) 


MWKCLIRLKPTLHGP, 


(EP005) 


VLVD I LAG YG AGVAG , 


(EP006) 


THYVPESDAAARVTQILSSL, 


(EP007) 


TITQLLKRLHQWINEDCSTP, 


(EP008) 


CSGSWLRDVWDWICTVLTDF, 


(EP009) 


GAQITGHVKNGSMRIVGPKT, 


(EP010) 


EVTRVG D FH YVTGMTTD N VK, 
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(EP01 1 ) CPCQVPAPEFFTEVDGVRLH, 

(EP012) FTEVDGVRLHRYAPACKPLL, 

(EP01 3) TSMLTDPSHITAETAKRRLA, 

(EP014) SSSASQLSAPSLKATCTTHH, 

(EP015) REVSVAAEILRKSRKFPPAM, 

(EP016) PLLESWKDPDYVPPWHGCP, und 

(EP017) D WC C S M S YTWTG AL ITP C A sowie Derivate hiervon mit 

gleicher oder ahnlicher Spezifitat. 



10 3. CD4 + T-Lymphozyten spezifische HCV-Epitope mit einer oder 
mehreren im Anspruch 2 genannten Sequenzen. 

4. CD4 + T-Lymphozyten spezifische HCV-Epitope nach einem der 
vorstehenden Anspruche mit einer der Sequenzen EP001 bis EP017. 

15 

5. Impfstoff, mindestens ein HCV-Epitop nach einem der vorstehenden 
Anspruche umfassend. 

6. Impfstoff nach Anspruch 5, zusatzlich mindestens einen Hilfsstoff, 
20 ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus fowl poxvirus, 

modifiziertem Vakziniavirus Ankara, Virosomen, Transvax, CPG und 
anderen die Immunreaktion verstarkenden Stoffen, umfassend. 

7. Impfstoff nach einem der Anspruche 5 oder 6 in Form einer 
25 Injektionslosung. 

8. HCV-Epitop nach einem der Anspruche 1 bis 4 als Arzneimittel. 

9. Verwendung mindestens eines HCV-Epitops nach einem der 
30 Anspruche 1 bis 4 zur Herstellung einer Zusammensetzung zur 

Prophylaxe und/oder Therapie einer Hepatitis C Infektion. 



WO 03/084988 



PCT/EP03/03732 



25 



10. Verwendung mindestens eines HCV-Epitop nach einem der 
Anspruche 1 bis 4 in der Diagnose einer Hepatitis C Infektion. 

11. Diagnostischer Kit, mindestens eines der Epitope nach einem der 
5 Anspruche 1 bis 4 umfassend. 

12. cDNA, eines der HCV-Epitope nach einem der Anspruche 1 bis 4 
kodierend. 



10 13. 



Impfstoff, mindestens eine cDNA nach einem der Anspruche 1 bis 4 
umfassend. 



